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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analy- 
se einer Probe beziiglich einer darin befindljchen Sub- 
stanz. 5 
[0002] Bei der Analyse einer flussigen Probe geht es 
in der Regel darum, die Konzentration einer darin ent- 
haltenen Substanz (Analyt) zu bestimmen (quantitative 
Analyse). In manchen Fallen genugt auch eine Aussa- 
ge, ob der Analyt (in einer-pberhalb eines Grenzwerts 10 
liegenden Konzentration) in der Probe enthaltenen ist 
(qualitative Analyse). Auf medizinischem Gebiet, auf 
das sich die Erfindung insbesondere bezieht, spielt die 
Analyse von Korperflussigkeiten (vorallem Blut, Blutse- 
rum und Urin) auf darin enthaltene Analyten wie zum 15 
Beispiel Hormone, Antikorper, Antigene oder Medika- 
mente eine grofie Rolle. 

[0003] Die Erfindung befafit sich mit der Verbesse- 
rung eines bestimmten Typs von Analyseverfahren, den 
man zusammenfassend als Elektrochemolumineszenz- 20 
Bindungsreaktion-Analyse (nachfolgerid als 
"ECL-BBA" fur electrochemoluminescence biochemical 
binding analysis bezeichnet) bezeichnen, kann. Ein sol- 
ches Verfahren weist folgende charakteristisehe Merk- 
maleauf. 25 

a) Grundlage der analytischen Selektjvitat ist eine 
spezifische biochemische Bindungsreaktion unter 
Beteiligung biochemischerSubstanzen.die nurmit- 
einander selektiv bindungsfahig sind. Hierzu geho- 30 
ren vor allem immunchemische Bindungsreaktio- 
nen zwischen Antikorpern und Antigenen oder Hap- 
tenen, mit denen die Antikorper spezifisch binden. 
Andere biochemische Bindungsreaktionen sind 
Proteinbindungeri, insbesondere zwischen Avidin 35 
und Biotin, die Lektin-Kohlenhydrat-Bindung, die 
Bindung zwischen Rezeptoren und Liganden und 

die Hybridisierung von Nukleinsauren. 

Solche spezifischen biochemischen Bindungs- 
reaktionen werden seit langem fur analytische 40 
Zwecke verwendet. Esgibtzahlreiche unterschied- 
liche ein- oder mehrstufige Reaktionsablaufe 
("Testprotokolle"), die letztlich unter Beteiligung des 
Analyten und mindestens einer in dem Reagenzsy- 
stem enthaltenen spezifisch bindenden Substanz 45 
. ("Bindungsreagenz") zur Bildung eines fur die Ana- 
lyse charakteristischen Kbmpiexes fiihren. Dieser 
Komplex enthalt in der Regel (jedoch nicht notwen- 
digerweise) den Analyten. 

50 

b) Urn den Komplex, dessen Konzentration ein Mali 
ftirdas gesuchte analytische Resultat bildet, detek- 
tierbar zu machen, wird in der Regel eine Marker- 
substanz ("Label") eingesetzt, die an ein Bindungs- 
reagenz des Reagenzsystems, beispielsweise ei- 55 
nen Antikorper, gekoppelt wird. Die Einheit aus 
Markersubstanz und Bindungsreagenz wird als 

. Konjugat bezeichnet. 



Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren, bei 
denen die Markersubstanz zu einer ECL-Reaktion 
fahig ist. Wenn eine solche Substanz an einer vol- 
tametrischen Elektrode einem geeigneten elektri- 
schen Potential ausgesetzt wird, sendet sie Licht 
aus, das photometrisch gemessen werden kann. In 
der Regel ist an dieser Reaktion eine zweite elek- 
trochemisch aktive Substanz beteiligt, die als "Pre- 
cursor" bezeichnet wird. In der Praxis wird als 
ECL-Label vor allem ein Rutheniumkomplex (Rut- 
henium-tris[bipyridyl]), in Kombination mit TPA(Tri- 
propylamin) als Precursor, verwendet. Die beiden 
elektrochemisch aktiven Substanzen reagieren an 
der Elektrode jeweils unter Abgabe eines Elektrons 
zu einer stark reduzierenden bzw. oxidierenden 
Spezies. Die nachfolgende Redoxreaktion bringt 
das ECL-Label in einen angeregten Zustand, von 
dem es unter Aussendung eines Photons in den 
Grundzustand zur.uckfallt. Die Reaktion des 
ECL-Labels ist vorzugsweise eine Kreisreaktion, so 
dafi ein einziges Label-Molekul nach Anlegen einer 
Spannung an die Elektrode eine Vielzahl von Pho- 
tonen aussendet. 

c) Bei den Verfahren, auf die sich die Erfindung be- 
zieht, werden die ECL-markierten fur die Analyse 
charakteristischen Komplex-Molekiile an. magneti- 
sche Mikropartikel ("Beads") fixiert. In der Praxis 
werden magnetisierte Polystyrolkugelchen mit ei- 
nem Durchmesser von typischerweise etwa 2 bis 3 
u.m verwendet. Die Fixierung erfolgt mittels eines 
Paares spezifischer biochemischer Bindungspart- 
ner, wobei sich insbesondere das Paar Streptavi- 
din-Biotin bewahrt hat. Die Beads sind mit Strepta- 
vidin-Poiymer beschichtet. An die Komplex-Mole- 
kule ist Biotin gebunden. 

Die Beads mit dem daran gebundenen markier- 
ten Komplex werden in die Melkelle eines Mefige- 
rates gebracht, das die erforderlichen Elektroden 
(in der Regel eine Arbeitselektrode, eine Gegen- 
elektrode und, insbesondere im Fall eines potentio- 
metrischen Mefiprinzips, eine Referenzelektrode) 
zur Erzeugung des zum Triggern der ECL-Reaktion 
erforderlichen elektrischen Feldes aufweist. Im ma- 
gnetischen Feld eines unter der Arbeitselektrode 
angeordneten Magneten werden die Beads an die 
Oberflache der Arbeitselektrode gezogen. Da dies 
ublicherweise in Durchflufizellen bei kontinuieriich 
stromender Probenfliissigkeit stattfindet, wird die 
magnetisch bewirkte Ablagerung der Beads als 
"Abfangen" bezeichnet. 

Nach dem Abfangschritt wird in der Regel ein 
Waschschritt durchgefiihrt, bei dem eine Wasch- 
flussigkeit an der Arbeitselektrode vorbeistromt und 
storende Komponenten entfernt. Danach wird ein 
zum Triggern der ECL-Reaktion erforderliches 
elektrisches Potential an die Arbeitselektrode ange- 
legt und das resultierende Lumineszenz-Licht mit- 
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tels eines geeigneten Fotoempfangers gemessen. 
Die Intensitatdes Lumineszenzlichts ist ein Mali fur 
die Konzentration der markierten Beads an der 
Oberflache der Arbeitselektrode und diese wieder- 
um ist ein Mali fur die Konzentration des Analyten 
in der Probe. Zur Berechnung der gesuchten Kon- 
zentration aus dem gemessenen Lumineszenzsi- 
gnal dient eine Kalibration. 

[0004] Es werden zahlreiche unterschiedliche Varian- 
ten derartiger ECL-BBA-Vetfahren diskutiert und in der 
Literaturbeschrieben, wobei sich die Abwandlungen auf 
jeden der genannten Teilaspekte beziehen konnen. 
[0005] Hinsichtlich des Teilaspektes a) unterscheiden 
sich die Tests durch verschiedene Testprotokolle (bei- 
spielsweise Sandwich-Tests und kompetitive Tests, je- 
weils in einer Vielzahl moglicher Untervarianten). Ein 
grundsatzlicherUnterschied bestehtzwischen homoge- 
nen Tests, die keine Trennung zwischen den gebildeten 
Komplex-Molekulen und unkomplexiertem Konjugater- 
fordern und heterogenen Tests, bei denen eine solche 
bound/free-Trennung notwendig ist. Die vorliegende Er- 
findung ist fur die unterschiedlichsten Testprotokolle an- 
wendbar, soweit in irgendeiner Weise eine Reaktions- 
folge ablauft, die mindestens eine spezifische bioche- 
mische Bindungsreaktion einschlielit und zur Bildung 
eines fur die Analyse charakteristischen Komplexes 
fuhrt, der mit einern ECL-Label markiert ist. 
[0006] Auch hinsichtlich des Teilaspektes b) ist die Er- 
findung universell, d.h. unabhangig von dem verwende- 
ten ECL-Label und eventuellen weiteren Komponenten 
der ECL-Reaktion, einsetzbar. Sie hat sich insbesonde- 
re fur Tests bewahrt, bei denen der erwahnte Rutheni- 
umkompiex in Verbindung mitTPA verwendet wird. 
[0007] Hinsichtlich des Teilaspektes c) richtet sich die 
Erfindung ausschlielilich auf Tests, bei denen derfur die 
Analyse charakteristische Komplex an magnetische Mi- 
kropartikel gebunden wird und diese Mikropartikef im 
Magnetfeid eines Magneten auf der Oberflache einer 
Arbeitselektrode abgelagert werden. Im ubrigen ist die 
Erfindung auch von Variationen des Teilaspekts c) un- 
abhangig und beispielsweise mit unterschiedlichen Be- 
ad-Materialien und -Grofien sowie mit unterschiedli- 
chen Methoden zurFixierung der Komplexe an den Be- 
ads verwendbar. 

[0008] Nahere Informationen tiber ECL-BBA-Verfah- 
ren konnen der einschlagigen Literatur entnommen 
werden. Hierzu wird insbesondere auf folgende Publi- 
kationen verwiesen, deren Inhalt durch Bezugnahme 
zum Bestandteil der vorliegenden Beschreibung ge- 
macht wird: 

1) G.F. Blackburn etal. "Electrochemiluminescence 
Detection for Development of Immunoassays and 
DNA Probe Assays for Clinical Diagnostics", Clin. 
Chem.37(1991), 1534- 1539 

2) J.K. Leland und M.J Powell: "Electrogenerated 



Chemiluminescence: An Oxidatiye-Reduction Type 
ECL Reaction Sequence Using Tripropyl Amine", J. 
Electrochem. Soc, 137 (1990), 3127 - 3131 

5 3) J.H. Kenten et al.: "Improved Electrochemilumi- 
nescent Label for DNA Probe Assays: Rapid Quan- 
titative Assays of HIV- 1 Polymerase Chain Reac- 
tion Products", Clin.Chem. 38(1 992), 873 - 879 

10 4) N.R. Hoyle: "The Application of Electrochemilu- 
minescence to Immunoassay-based Analyte Mea- 
surement" in "Bioluminescence and Chemilumine- 
scence"; Proceedings of the 8th International Sym- 
posium on Bioluminescence and Chemilumine- 

15 scence, Cambridge, September 1994, A.K. Camp- 
bell et al. (edit.), John Wiley & Sons 

5) WO 89/1 0551 



[0009] Wieerwahntfindetdie Messung des ECL-Lich- 
tes iiblicherweise in einer DurchfluUmelizelle statt. Sie 
enthalt einen engen Stromungskanal fur die Probenflus- 

25 sigkeit, wpbei die Arbeitselektrode an einer der Wande, 
die den Stromungskanal begrenzen, angeordnet ist. Urn 
mit der gleichen Melizelle nacheinander unterschiedli- 
che Proben messen zu konnen, muU die Zelle, und ins- 
besondere die Arbeitselektrode; zwischen den Messun- 

30 gen von den darauf abgelagerten Beads und sonstigen 
Verunreinigungen gereinigt werden. Dieser Reinigungs- 
vorgang mufi schnell und effizient sein, urn eine hohe 
Durchsatzleistung des Analysegerats und eine gute 
Analysegenauigkeit sicherzustellen. 

35 [0010] Die Reinigung erfolgt deswegen nicht nur phy- 
sikalisch (Durchleiten von Luftblasen) und chemisch 
(Durchieiten einer Reinigungsfliissigkeit, die unter an- 
derem Detergenzien enthalt), sondern auch elektroche- 
misch durch Anlegen eines stark oxidierenden und/oder 

40 reduzierenden Potentials an die Arbeitselektrode. Das 
Potential ist in der Regel so hoch, dad an der Oberflache 
der Arbeitselektrode Gasblasen entstehen. Dadurch 
wird die Reinigung wirksam unterstiitzt, das elektroche- 
mische Gleichgewicht der Elektrodenoberflachejedoch 

45 so stark gestort, dad im Anschlufi an den Reinigungs- 
. schritt ein Konditionierungsschritt erforderlich ist, bei 
dem eine Sequenz von Pulsen an die Arbeitselektrode 
angelegt wird, die den gesamten Potentialarbeitsbe- 
reich des jeweiligen Elektrodenmaterials abdecken. 

so [0011] In der Zelle wird demzufolge ein Detektionszy- 
klus durchgefuhrt, der nacheinander einen Reinigungs- 
schritt, einen Konditionierungsschritt, einen Abfang- 
schritt und einen Melischritt umfalit. Wahrend des Rei- 
nigungsschritts und des Konditionierungsschritts befin- 

55 detsich eine Reinigungs- bzw. Konditionierungsfliissig- 
keit in der Zelle. Die Probenfliissigkeit mit den Beads 
wird erst zu Beginn des Abfahgschritts in die 
Durchflu&rheRzelle eingeleitet. Bei heterogenen Tests 



20 6) WO 90/11511 
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ist zwischen Abfangschritt und Mefischritt ein zusatzli- 
cher Waschschritt eingefiigt. Der Detektionszyklus wird 
in den Zitateh 1) bis 6), vorallem in der WO 89/10551, 
naher erlautert. 

[0012] Das ECL-BBA-Verfahren zeichnet sich im Ver- 
gleich zu anderen Analyseverfahren, die auf derspezi- 
fischen Bindung biochemischer Bindungspartner beru- 
hen, durch einfache Handhabung, hohe Empfindlich- 
keit, einen grofien dynamischen Bereich meftbarer 
Konzentrationen, eine kostengtinstige Analyse und gu- 
te Automatisierbarkeit (mit entsprechenden Analysege- 
raten) aus. 

[0013] Um eine weitere Erhohung der Analysegenau- 
igkeitzu erreiehen, wird ein Verfahren gemafi Anspruch 
1 vorgeschlagen. 

[0014] Der Zusammenhang zwischen einem wah- 
rend des Detektionszyklus an der Arbeitselektrode an- 
liegenden Spannungsverlauf und der Qualitat der Ana- 
lyse wird in der WO 89/1 0551 (Zitat 5) diskutiert. Danach 
soll'zur Verbesserung derReproduzierbarkeitdes Ana- 
lyseergebnisses am Ende des Konditionierungsschritts 
ein konstanter Potentialwert eingestellt werden, der als 
"preoperative potential" bezeichnet wird. Dieses "pre- 
operative potential" soil konstant bleiben, bis die Ar- 
beitselektrode mit der Probenfliissigkeit ko.ntakti.ert und 
die ECL-Messuiig durchgefuhrtwird. Das "preoperative 
potential" soil in Abhangigkeit von dem Material der Ar- 
beitselektrode und in Abhangigkeit von dem verwende- 
ten Elektrolyten entweder ein oxidierendes Oder ein re- 
duzierendes Potential sein. 

[0015] Im Rahmen der Erfindung wurde festgestellt, 
daft im Gegensatz zu der Lehre des Zitats 5) eine we- 
sentliche Verbesserung der gleichmaftigen Ablagerung 
der Beads auf der Oberflache der Arbeitselektrode und ■ 
damit eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit und 
Genauigkeit der Analyse erreicht werden kann, wenn in 
den Spannungsverlauf des Detektionszyklus der zu- 
satzliche Potentialpuls eingefugt ist; Wesentlich ist, daft- . 
dieser einerseits ein oxidierendes oder reduzierendes 
Potential erreicht und andererseits auf ein neutrales 
(weder oxidierendes noch reduzierehdes) Potential zu- 
ruckgefuhrt wird, bevor die Probe in die Mefizelle ein- 
geleitetund somit in Kontaktzu der Arbeitselektrode ge- 
brachtwird. 

[0016] Wahrend durch das "preoperative potential" 
der WO 89/10551 die fur die Erzeugung des ECL-Si- 
gnals entscheidenden Komponenten der Probe beein- 
fluRt werden sollen, wird erfindungsgemafi eine erheb- 
liche Verbesserung durch eine zusatzliche elektroche- 
mische Vorbehandlung der Elektrode erreicht. DaG dar- 
aus eine Verbesserung der Ablagerung der Beads re- 
sultiert, ist unerwartet, weil angenommen werden 
mulUe, dafi die Bead-Verteilung von den Eigenschaften 
des magnetischen Feldes abhangt, wahrend die elek- 
trochemischen Malinahmen der Konditionierung und 
Reinigung dem Zweck dienten, die Signalerzeugung zu 
verbessern. 

[0017] . Ein Potentialpuls in diesem Sinne ist eine kurz- 



zeitige Anderung der an der Arbeitselektrode anliegen- 
den Spannung, wahrend der ein oxidierender bzw. re- 
duzierender Potentialwert erreicht wird, wobei sich die 
ejektrische Spannung vor und nach dem Potentialpuls 
5 im neutralen Bereich befindet. Auf die Form des Poten- 
tialverlaufs im einzelnen kommt.es nicht an. Es ist also 
insbesondere nicht erforderlich, dafi der Spannungs- 
verlauf eine geometrisch definierte Form (z.B. Recht- 
eck, Dreieck oder Treppenfunktion) hat. 
10 [0018] Als oxidierendes Potential wird ein elektri- 
sches Potential der Arbeitselektrode bezeichnet, bei 
dem deren Oberflache in Kontakt mit der Konditionie- 
rungsflussigkeitoxidiertwird. Entsprechend ist ein Po- 
tential reduzierend, wenn eseine elektrochemische Re- 
ts duktion der Metalloberflache der Arbeitselektrode in 
Kontakt mit der Konditionierungsflussigkeit bewirkt. 
Neutral ist ein Potential, bei dem auf einer blanked Me- 
'talloberflache praktisch keine Oxid-oder Hydrid-Schicht 
gebildetwird. 

20 [0019] Dieser Zustand wird auch als Doppelschicht- 
bereich des jeweiligen Metalles bezeichnet. 
[0020] Allgemein gultige Zahlenwerte fur das maxi- 
male Potential des zusatzlichen Pulses und fur den Po- 
tentialwert, auf den-dessen Potential zuriickgefuhrt 

25 wird, konnen nicht angegeben werden, weil diese Po- 
tentiaiwerte von dem Material der Arbeitselektrode, von 
der Referenzelektro.de, auf die, sich das Potential be- 
zieht und (in geringerem Umfang) von der Zusarnmen- 
setzung der Konditionierungsflussigkeit abhangig sind. 

so Der Fachmann kann hierzu nahere Informationen aus 
veraffentlichten Daten, insbesondere aus Cyclovolta- 
mogrammen des verwendeten Elektrodenmaterials, 
entnehmen. In jedem Fall lassen sich die Werte eines 
pxidierenden, reduzierenden oder neutralen Potentials 

35 experimentell bestimmen. 

[0021] Die Erfindung wird imfolgendenanhand eines 
in den Figuren schematisch dargestellten Ausfuhrungs- 
beispiels naher erlautert. Es zeigen: 

40 Fig. 1 eine schematische Darstellung der Detekti- 
onseinheit eines ECL-BBA-Analysegerats, 

Fig. 2 eine graphische Darstellung des Potentialver- 
laufs an der Arbeitselektrode wahrend eines 
45 Detektionszyklus, 

Fig. 3 ein Cyclovoltamogramm einer Platinelektrode. 

[0022] Die in Fig. 1 dargestellte Detektionseinheit 1 
so bildet denjenigen Teil eines Analysegerats, der den De- 
tektionszyklus automatisch durchfuhrt. Daneben weist 
ein solches Analysegerat Einheiten zur Durchfiihrung 
der Reaktionsfolge auf, die zur Bildung eines mit einem 
ECL-Label markierten Komplexes (dessen Konzentra- 
55 tion fur die Analyse charakteristisch ist) und zu dessen 
Bindung an magnetische Mikropartikel fiihrt. Diese Teile 
sind in Fig. 1 nicht dargestellt. 
[0023] Herzstuck der Detektionseinheit 1 ist eine 
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elektrochemische Durchflufizelle 2, in deran einem.en- 
gen Durchflulikanal 3 eine Arbeitselektrode 4 und eine 
Gegenelektrode 5 derartig angeordnet sind , daft sie von 
einer durch den Durchflulikanal 3 stromenden FlCrssig- 
keitkontaktiert werden. Die Gegenelektrode 5 ist bevor- 
zugt, wie dargestellt, gegenuber der Arbeitselektrode 4 
(d.h. auf der gegeniiberliegenden Seite des 
Durchfluftkanals 3) positioniert. Eine Referenzelektrode 
7 ist, in der Regel aulierhalb des Durchflulikanals 3, an 
der insgesamt mit 8 bezeichneten Flussigkeitsleitung 
der Detektionseinheit 1 angeordnet. Zum Ansaugen der 
Flussigkeit wird ublicherweise eine Prazisions-Kolben- 
hubpumpe 9 eingesetzt, die stromabwarts von der 
Durchflulizelle in die Flussigkeitsleitung 8 eingebaut ist. 
[0024] Stromaufwarts von der Durchflulizelle 2 sind 
an die Leitung 8 mehrere Flussigkeitsbehalter ange- 
schlossen, aus denen Flussigkeit wahlweise, gesteuert 
beispielsweise durch ein Mehrwegventil 10, in die 
Durchflulizelle 2 gesaugtwerdenkann.ini dargestellten 
Fall sind dies ein Behalter 12 mit Reinigungsflussigkeit, 
ein Behalter 13 mit Konditionierungsflussigkeit und ein 
Behalter 14 mit Probenflussigkejt. Der Probenfltissig- 
keitsbehalter 14 ist ublicherweise als Testrohrchen (re- 
action tube) ausgebildet und sitzt in einem Bearbei- 
tungsrotor 15, in dem auch die erforderlichen Schritte 
zur Durchfuhrung der Bindungsreaktionen stattfinden. 
Von den in d'em Bearbeitungsrotor 15 sitzenden Test- 
rohrchen ist der Clbersichtlichkeit halber nur eines dar- 
gestellt. 

[0025] In der Durchflulimefizelle 2 ist auf der von dem 
Durchflulikanal 3 abgewandten Seite der Arbeitselek- 
trode4'ein Magnet 17 angeordnet. I m dargestellten Fall 
< handelt es sich urn einen Permanentmagnet, der mittels 
einer Bewegungsmechanik 18 von der dargestellten 
Abfangposition (bei der mindestens einer seiner Pole 
moglichst nah bei der Arbeitselektrode 4 ist) in eine von 
der Arbeitselektrode 4 entfernte Ruheposition beweg- 
lich ist. Alternate kann auch ein ein- und ausscnaltbarer 
Elektromaghet verwendet werden. 
[0026] Auf der der Abfangflache 4a gegeniiberliegen- 
den Seite des Durchflulikanals 3 ist als Lichtdetektor 19 
ein Photomultiplier so positioniert, dad seine lichtemp- 
findliche Flache parallel zu der als Ablagerungsflache 
4a bezeichneten, dem Durchflulikanal 3 zugewandten 
(und von dem Magneten 17 abgewandten) Oberflache 
der Arbeitselektrode 4 verlauft. 
[0027] Zur Steuerung des Gerates und Verarbeitung 
derSignale des Lichtdetektors 19 ist eine Elektronikein- 
heit 16 vorgesehen, an die die Elemente der Detekti- 
onseinheit 1 angeschlossen sind (Anschlulileitungen 
nur teilweise dargestellt). 

[0028] Fur die Funktion der Detektionseinheit 1 ist we- 
sentlich, dali wahrend der einzelnen Verfahrensschritte 
eines Detektionszyklus der an der Arbeitselektrode 4 
(bezogen auf die jeweils mit dieser in Kontakt stehende 
Flussigkeit und somit bezogen auf die Referenzelektro- 
de) anliegende Potentialverlauf bestimmte Merkrhale 
aufweist, die nachfolgend anhand dergraphischen Dar- 



stellung eines solchen Potentialverlaufes in Figur 2 na- 
her erlautert werden. Die Figur bezieht sich auf eine 
Ausfiihrungsform mit einer Platin-Arbeitselektrode. Die 
auf der Ordinate angegebeneh Werte der Spannung U 

s sind gegen eine Ag/AgCI-Referenzelektrode gemessen 
und gegen die Zeit t in Sekunden aufgetragen. Der De- 
tektionszyklus wird fur jede Analyse in gleicher Weise 
wiederholt. Die nachfolgende Beschreibung beginnt mit 
dem Reinigungsschritt. 

10 [0.029] Ein Reinigungsschritt 20 wird jeweils nach der 
vorausgehenden Messung durchgefiihrt, urn die Abla- 
gerungsflache 4a der Arbeitselektrode 4 von darauf haf- 
tenden Beads und sonstigen Verunreinigungen oder 
Veranderungen der Elektrodenoberflache zu befreien. 

15 Dabei wird zur elektrochemischen Unterstutzung des 
Reinigungsvorganges ein stark oxidierendes und/oder 
reduzierendes Potential CIO bzw. C1R an die Arbeits- 
elektrode angelegt, dessen Pptentialwert in der Regel 
hoher istalsjedesandere(oxidierendebzw. reduzieren- 

20 de) Potential des Detektionszyklus. Bevorzugt ist - wie 
dargestellt - ein oxidierendes Potential CIO, dessen 
Wert hoher ist als das ebenfalls oxidierende Potential 
des vorausgehenden Melischrittes 21 . Im dargestellten 
Fall enthalt der Reinigungsschritt zwei kleinere reduzie- 

25 rende Pulse C1R1 und C1R2. Dies jstjedoch nichtzwin- 
gend. Die Erfindung ist ftir jeden Detektionszyklus ge- . 
eigpet, bei dem wahrend des Reinigungsschrittes ein 
oxidierendes oder reduzierendes Potential an die Ar- 
beitselektrode angelegt wird, das so stark ist, daft nach- 

30 folgend zur Wiederherstellung des elektrochemischen 
Gleichgewichtes ein Kpnditionierungsschritt notwendig 
ist. Wahrend des gesamten Reinigungsschrittes wird 
mittels der Pumpe 9 Reinigungsflussigkeit aus dem Be- 
halter 1 2 durch die Leitung 8 und somit auch durch den 

35 Durchflulikanal 3 geleitet. 

[0030] Der nachfolgende Konditionierungsschritt 22 
dient dazu, nach dem Reinigungsschritt 20 das erfor- 
derliche elektrochemische Gleichgewicht an der Elek- 
trodenoberflache wiederherzustellen. Zu diesem Zweck 

4o wird eine Sequenz von abwechselnd reduzierenden 
und oxidierenden Potentialpulsen an die Arbeitselektro- 
de angelegt, die in Figur 2 mit C01 , CR1 , C02, CR2, 
C03 und CR3 bezeichnet sind. 
[0031] Vorzugsweise besteht die Sequenz der Kondi- 

45 tionierungspulse - wie dargestellt - aus einer abwech- 
selnden Folge oxidierender und reduzierende Potenti- 
alpulse, wobei eine gerade Gesamtzahl der reduzieren- 
den und oxidierenden Potentialpulse besonders bevor- 
zugt ist. Die Dauer jedes Konditionierungspulses liegt 

50 in der Praxis bei wenigerals einer Sekunde, wobei Wer- 
te von weniger als 0,7 Sekunden und mehr als 0,1 Se- 
kunden bevorzugt sind und sich der Bereich zwischen 
etwa 0,3 Sekunden und etwa 0,5 Sekunden besonders 
bewahrt hat. 

55 [0032] Fur die Erfindung ist charakteristisch, daft im 
Anscnluli an den Konditionierungsschritt 22 und vor 
dem in Figur 2 mit tp bezeichneten Zeitpunkt, zu dem 
die Probe aus dem Probenbehalter 14 iiber das Ventil 
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10 in den DurchflulJkanal 3 gepumpt wird (somit die in 
der Probenflussigkeit enthaltenen Beads in Kontakt mit 
der Arbeitselektrode 4 gebracht werden), ein zusatzli- 
cher Potentialpuls in den Spannungsverlauf des Detek- 
tionszykius eingefiigtwird, der in Figur2 mit DIP fiir"de- 
position improvement pulse" bezeichnet ist. Dieser zu- 
satzliche Potentialpuls. ist so hoclvdafi erfiir eine sehr 
kurze, jedoch zurelektrochemischen Beeinflussung der 
Elektrodenqberflache wirksame Zeitdauer (vorzugswei- 
se mindestens etwa 0,05 Sekunden, besonders bevor- 
zugt mindestens .0,1 Sekunden) einen oxidierenden 
oder reduzierenden Potentialwert erreicht. Weiter ist 
wesentlich, dafi das Potential vor dem Zeitpunkt tp auf 
einen neutralen (weder oxidierenden noch reduzieren- 
den) Potentialwert zuruckgeftihrt wird. Besonders be- 
vorzugt ist der dargestellte Fall eiries oxidierenden DIP, 
wobei dieser wiederum vorzugsweise einem vorausge- 
henden reduzierenden Potentialpuls CR des Konditio- 
nierungsschrittes 22 folgt. 

[0033] Bevorzugt hat der zusatzliche Potentialpuls 
DIP die gleiche Polaritat wie der Potentialverlauf, der 
die ECL-Reaktion wahrend des Melischrittes 21 trig- 
gert, wobei der hochste Wert des zusatzlichen Potenti- 
alpulses DIP niedriger als der hochste Wert des die 
ECL-Reaktion triggernden Potentialverlaufes ist. 
[0034] lm Rahmen der Erfindung wurde festgestellt, 
dafi es mittels des DIP moglich ist, die Oberfiache der 
•Elektrode optimal fur den Abfangschritt vorzubereiten 
und gleichzeitig auf die Eigenschaften der Beads (z.B. 
Oberflacheneigenschaften, Zeta-Potential, Klebrigkeit 
etc.) abzustimmen. Durch experimentelle Optimierung 
des DIP kann das Depositionsmusterso eingestellt wer- 
den, dafi es optimal den Anforderungen eines 
ECL-Nachweisyerfahrens entspricht. 
[0035] Bei Verwendung einer Platin-Arbeitselektrode 
entspricht der hochste Wert des zusatzlichen Potential- 
pulses DIP vorzugsweise einer Spahnung von minde- 
stens 0,6 V, besonders bevorzugt mindestens 0,8 V, ge- 
genubereiner Ag/AgCI-Referenzelektrode. Dabei ist es 
vorteilhaft, wenn der hochste Wert des zusatzlichen Po- 
tentialpulses DIP einer Spannung von hochstens 1,6 V, 
vorzugsweise hochstens 1,2 V, gegeniiber eiper Ag/ 
AgCI-Referenzelektrode entspricht. 
[0036] Zu dem Zeitpunkt tp befindet sich der Magnet 
17 in der in Figur 1 dargestellten Abfangposition. Die mit 
der Probenflussigkeit durch den Durcbflufikanal 3 stro- 
menden Mikrbpartikel werden unte.r Einwirkung seines 
Magnetfeldes auf der Oberflache der Arbeitselektrode 
abgelagert. Wahrend des Abfangschrittes 23 und auch 
wahrend des nachfolgenden Waschschrittes 24 befin- 
det sich das Potential der Arbeitselektrode bevorzugt - 
wiedargestellt- im neutralen Bereich. Bei vorbekannten 
Verfahren ist die Arbeitselektrode wahrend dieser 
Schritte meist von dem Potentiostaten getrennt, befin- 
det sich also auf keinem definierten Potential. Oemafi 
der WO 89/10551 soil in diesem Abschnittdes Detekti- 
onszyklus das dort beschriebene "preoperative potenti- 
al", namlich ein konstantes oxidierendes oder reduzie- 



rendes Potential, an die Arbeitselektrode 4 angelegt 
werden. 

[0037] Abgesejien von dem Potential der Arbeitselek- 
trode werden der Abfangschritt 23 und der Waschschritt 

■5 24 ebenso wie der nachfolgende Mefischritt 21 in der 
ublichen Weise durchgefiihrt, wobei zu dem Zeitpunkt 
t w das Mehrwegventil 10 derartig umgeschaltet wird, 
daft statt der Probenflussigkeit die Konditionierungs- 
flussigkeit aus dem Behalter 13 in die Leitung 8 ange- 

10 saugt wird, welche zuglejch als Waschfliissigkeit fur die 
bound/free-Trennung dient. 

[0038] Statt des einen zusatzlichen Potentialpulses 
DIP konnen auch mehrere zusatzliche Pbtentialpulse 
zwischen dem Konditionierungsschritt 22 und dem Ab- 

15 fangschritt 23 in den Spannungsverlauf des Detektions- 
zyklus eingeftigt sein, wobei vorzugsweise alle DIPs 
entweder oxidierend oder reduzierend sind. Die Ge- 
samtdauer der Zeit, in der sich der eine. DIP oder die 
mehreren DIPs im oxidierenden bzw. reduzierenden 

20 Bereich befindet, sollte in jedem Detektionszyklus min- 
destens 0,05 Sekunden, vorzugsweise mindestens 0,1 
Sekunden und hochstens eine Sekunde, bevorzugt 
hochstens 0,3 Sekunden, betragen. 
[0039] Figur 3 zeigt einzyklisches Voltamogramm ei- 

25 ner Platinelektrod.e. Derartige Messungen werden iibli- 
cherweise durchgefghrt, indem man das an der Elektro- 
de anliegende Potential gegeniiber einer Referenzelek- 
trode dreieckformig variiert und dabei die Strbm/Span- 
■ nung-Kurven in der dargestellten Weise registriert. Das 

30 hier dargestellte Cyclovoltamogramm resultiert aus der 
Messung einer Platinelektrbde in Kontakt mit einer 
1M-Schwefelsaurel6sung. Die auf der Abszisse ange- 
gebenen Spannungswerte beziehen sich auf eine Nor- 
mal-Wasserstoffelektrode. Auf der Ordinate ist der 

35 stromflufi I in mA/cm 2 dargestellt. 

[0040] Yerfolgt man den Strom-Spannungsverlauf 
ausgehend von dem Punkt A in Richtung des Pfeiles, 
so befindet sich das Potential zutiachst in einem Be- 
reich, in dem nur ein kaum medbarer Strom fliefit, der 

40 durch die Aufladung einer Doppelschicht verursacht ist. 
Dieser Bereich wird in der englischsprachigen Literatur 
als "double-layer region" bezeichnet. In dem Kurvenab- 
schnitt B steigt der Stromfluli stark an. Hier wird ein im 
Sinne der vorliegenden Erfindung oxidierender Potenti- 

45 alwert erreicht, d.h. die Platinoberflache wird elektro- 
chemisch oxidiert. Die Flache unterder Kurve entspricht 
der fur die Oxidation verbrauchte Ladungsmenge. 
[0041] Wenn die an der. Elektrode anliegende Span- 
nung nach Erreichen ihres Maximalwertes (hier etwa 

so 1 ,5 V) sinkt, ist der Stromflufl zunachst wieder gering, 
steigt dann jedoch in dem Bereich, in dem die Oxid- 
schicht abgebaut wird, wieder an {Kurvenbereich C). 
Nach Abbau der Oxidschicht fallt die Stromstarke in 
dem Doppelschichtbereich wieder nahe Null ab, bis die 

55 Spannung einen Wert erreicht, bei dem eine Reduktion 
des (zuvor im wesentlichen reinen) Platin einsetzt. Die- 
ser Anstieg im Kurvenbereich D markiert einen reduzie- 
renden Potentialwert im Sinne der vorliegenden Erfin- 
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dung. Der Spannuhgsbereich zwischen dem oxidieren- 
den und dem reduzierenden Potential wird als neutraler 
Bereich N bezeichnet. Nach der erneuteri Umkehrung 
des Potentials beietwa 0,1 V wird die Reduktionsschicht 
auf der Platinoberflache in dem Kurvehbereich E abge- 5 
baut. 

Beispiel: 

[0042] Mit einem Gerat Elecsys 201 0 der Boehringer n> 
Mannheim GmbH wurden Vergleichstests durchgefiihrt, 
urn die Ergebnisse mit und ohne DIP zu vergleichen. 
Der Detektionszyklus entsprach dabei Figur 2, wobei 
bei den Versuchen mit DIP ein zusatzlicheroxidierender 
Impuls in Rechteckform mit einer Impulshohe von + 6,9 15 
V und einer Impulsdauer von 0,2 sec. eingefugt wurde. 
Fur einen PSA-Test (PSA = Prostata-spezifisches Anti- 
gen) ergaben sich dabei ohne DIP folgende Werte. 

Tabelle 1 : 20 



Nr. 


Konz. ng/ml 


N 


MW 


VK % 


1 


0.00 


11 


1020.94 


2.66 


2 


0.75 


4 


4957,80 


2.00 


3 


2.97 


2 


16698.81 


1.75 


4 


16.20 


2 


84445.07 


2.10 


5 


75.10 


2 


398381.77 


0.99 


6 


142.00 


2 


741512.39 


1.62 



[0043] Mit DIP ergaben sich folgende Werte: 



Tabelle 2: 



Nr. 


Konz. ng/ml 


N 


MW 


VK% 


1 


0.00 


11 


1045.33 


1.12 


2 


0.75 


4 


5874.34 


0.63 


3 


2.97 


2 


20930.29 


1.06 


4 


16.20 


2 


107626.88 


1.26 


5 


75.10 


: 2 


497223.62 


0.09 


6 


142.00 


2 


950228.61 


0.26 



35 



40 



[0044] Darin haben die Spalteniiberschriften folgen- 
de Bedeutung: 



45 



Konz;: 


Soll-Konzentration der verwendeten Kalibra- 




tions probe 


N: 


Arizahl derdurchgefuhrten Messungen 


MW: 


Mittelwertdes Meftsignals in willkurlichen Ein 




heiten 


VK: 


Variationskoeffizient des Signals in Prozent 


[0045] 


Man erkennt, daft der DIP zu einer wesentli- 



chen Verbesserung der Signaldynamik (Quotient aus 
dem hochsten und niedrigsteri MW) fiihrt. Dieser Wert 55 
liegt mit DIP bei 909 und somit urn etwa 25% hoher als 
ohne DIP (726). Aulierdem ist die Prazision, die sich 
durch die-H6he des Variationskoeffizient VK ausdruckt, 



erhe.blich verbessert. 

[0046] Durch visuelle Beobachtung und mittels Vi- 
deoaufzeichnungen wahrend . des Analysezyklus ist 
festzustellen, dali die Beads aulierdem wesentlich sta- 
biler abgelagert werden. Ohne DIP findet wahrend des 
Waschschrittes eine Bewegung der Beads statt, die fur 
die Meligehauigkeit nachteilig ist, insbesbndere weil sie 
zu Verlusten von bereits abgelagerten Beads von der 
Arbeitselektrode fiihrt. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Analyse einerflussigen Probe, insbe- 
sondere einer Kprperfliissigkeit, bezuglich einer 
darin befindlichen Substanz, 
mittels eines Elektrochemolumineszenz-Bindungs- 
! reaktion-Verfahrens, bei dem 
eine Reaktionsfolge ablauft, die mindestens eine 
spezifische biochemische Bindungsreaktion ein- 
schlielit und zur Bildung eines eine chemolumiries- 
zierende Markersubstanzenthaltendenfiir die Ana- 
lyse charakteristischen Komplexes und Bindung 
des Komplexes an magnetische Mikropartikel fiihrt 
und in ejner Melizelle (2) mit einer Arbeitselektrode 
(4) zur Bfestimmung der Konzentration der markier- 
ten Mikropartikel ein Detektionszyklus mit einer Se- 
quenz folgender Schritte ablauft: 

- ein Reinigungsschritt (20), bei dem an die Ar- 
beitselektrode (4) ein zur elektrochemischen 
Reinigung geeignetes stark oxidierendes (C1 0) 
und/oder reduzierendes (C1R) Potential ange- 
legt wird, 

eineh Kpnditionierungsschritt (22), bei dem ei- 
ne Sequenz von abwechselnd reduzierenden 
und oxidierenden Potentialpulsen (C01, CR1, 
C02, CR2 ...) an die Arbeitselektrode angelegt 
wird, 

- ein Abfangschritt (23), bei dem die Probe mit 
den Mikropartikeln derartig mit der Arbeitselek- 
trode (4) kontaktiert wird, daft sich die Mikrop- 
artikel unter Einwirkung des Magnetfeldes ei- 
nes auf der von der Probe abgewandten Seite 
der Arbeitselektrode (4) positionierten Magne- 
ten auf einer der Probe zugewandten Ablage- 
rungsflache (4a) der Arbeitselektrode abla- 
gern, 

- ein Meftschritt (21); bei dem ein die ECL-Reak- 
tion triggernder Potentialverlauf an die Arbeits- 
elektrode angelegt und das dabei infolge der 
Elektrochemolumineszenz von der Markie- 
rungssubstanz ausgehende Licht gemessen 
wird, urn die Konzentration der Markierungs- 
substanz ander Ablagerungsflache (4a) der Ar- 
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beitselektrode (4) zu bestimmen, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Verbesserung der gleichmaftigen Ablagerung 
der Mikropartikel zwischen dem Konditionierungs- 
schrttt (22) und dem Abfarigschritt (23) ein zusatz- 
licher Potentialpuls (DIP) mit einem oxidierenden 
oder reduzierenden Potential in den Spannungs- 
. yerlauf des Detektionszyklus eingefiigt ist, V/obei 
. der zusatzliche Potentialpuls (DIP) vor der Kontak- 
tierung (Zeitpunkt tp) der Arbejtselektrode (4) mit 
der Probe auf ein neutrales, weder oxidierendes , 
noch reduzierendes, Potential zuruckgefuhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der dem zusatzlichen Potentialpuls 
(DIP) vorausgehende letzte Potentialpuls des Kon- 
ditionierungsschritts (22) ein reduzierender Poten- 
tialpuls (CR3) ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspmche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft der zusatzliche Po- 
tentialpuls (DIP) ein oxidierender Potentialpuls ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft in dem Kondi- 
tionierungsschritt abwechselnd oxidierende (CQ1, 
C02 ...) und reduzierende (CRT, CR2 ...) Potential- 
pulse an die Arbeitselektrode (4) angelegt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Anzahl der reduzierenden und 
oxidierenden Potentialpulse gleich graft ist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft der zusatzli- 
che Potentialpuls (DIP) die gleiche Polaritatwie der 
die ECL-Reaktion wahrend des Meftschrittes (21) 
triggernde Potentialverlauf hat und der hochste . 
Wert des zusatzlichen Potentialpulses (DIP) niedri- 
ger als der hochste Wert des die ECL-Reaktion trig- 
gernden Potentialverlaufes ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft die Arbeits- 
elektrode eine Platinelektrode ist und der hochste 
Wert des zusatzlichen Potentialpulses (DIP) einer 
Spanriung von mindestens 0,6 V, vorzugsweise 
mindestens 0,8 V, gegenuber einer Ag/AgCI-Refe- 
renzelektrode entspricht. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der hochste Wert des zusatzlichen 
Potentialpulses (DIP) einer Spannung von hoch- 
stens 1 ,6 V, vorzugsweise hochstens 1 ,2 V, gegen- 
uber einer Ag/AgCI-Referenzelektrode entspricht. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 



che, dadurch gekennzeichnet, daft zur Verbesse- 
rung der Ablagerung der Mikropartikel mehrere zu- 
satzliche Potentialpulse zwischen dem Konditionie- 
rungsschritt (22) und dem Abfangschritt (23) in den 
5 Spannungsverlauf des Detektionszyklus eingefiigt 
sind, wobei der letzte zusatzliche Potentialpuls vor 
der Kontaktierung der Arbeitselektrode mit der Pro- 
be auf ein neutrales, weder oxidierendes noch re- 
duzierendes, Potential zuruckgefuhrt wird. 

10 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft die Gesamt- 
dauer der Zeit, in der sich der mindestens eine zu- 
satzliche Potentialpuls im oxidierenden bzw. redu- 

15 zierenden Potentialbereich befindet, in jedem De- 
tektionszyklus mindestens 0,05 Sekunden, bevor- 
zugt mindestens 0,1 Sekunden, betragt. 

11. Verfahren nach einem dervorhergehenden Ansprii- 
20. che, dadurch gekennzeichnet, daft die Gesamt- 

dauer der Zeit, in der sich der mindestens eine zu- 
satzliche Potentialpuls im oxidierenden bzw. redu- 
zierenden Potentialbereich befindet, in jedem De- 
tektionszyklus hochstens eine Sekunde, bevorzugt 
25 hdchstens 0,3 Sekunden, betragt. 



Claims 

30 1. Method for the analysis of a liquid sample, in par- 
tlcular.a'body liquid, with reference to a substance 
contained therein, 

by means of an electrochemiluminescence binding 
reaction method wherein 

35 a reaction sequence is carried out which includes 
at least one specific biochemical binding reaction 
arid which results in the formation of a complex 
which contains a chemilumirtescing marking sub- 
stance, is characteristic for the analysis and is 

40 bound to magnetic microparticles, 

and a detection cycle is carried out in a measuring 
cell (2) having a working electrode (4) for determi- 
nation of the concentration of the marked micropar- 
ticles, the detection cycle including a sequence with 

45 the following steps: 

- a cleaning step (20) during which a strongly ox- 
idizing (C10) and/or reducing (C1R) potential 
is applied to the working electrode (4) for elec- 

50 trochemical cleaning, 

- a conditioning step (22) during which a se- 
quence of alternating reducing and oxidizing 
potential pulses (C01, CR1, C02, CR2...) are 

55 applied to the working electrode, 

- a capturing step (23) during which the sample 
containing the microparticles is contacted with 
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the working electrode (4) in such a manner that 
the microparticles are attracted by the magnetic 
field of a magnet positioned on the side of the 
working electrode (4) facing away from the 
sample and thereby deposited on a deposit sur- 
face (4a) of the working electrode facing the 
sample. 

- a measuring step (21) during which a potential 
is applied to the working electrode to trigger the 
ECL-reaction and the electrochemilumines- 
cense light emitted by the marking substance 
is measured to determine the concentration of 
the marking substance on the deposit surface 
(4a) of the working electrode (4), 

characterized in that, 

an additional potential pulse (DIP) having an oxidiz- 
ing or reducing potential Is introduced into the volt- 
age curve of the detection cycle between the con- 
ditioning step (22) and the capturing step (23) for 
improving the even deposition of microparticles, 
wherein the additional potential pulse (DIP) is re- 
turned to a neutral, neither oxidizing nor reducing, 
potential prior to contacting (time point t p ) of the 
working electrode (4) by the sample, 

2. Method according to claim 1 , characterized in that 
the last potential pulse of the conditioning step (22) 
preceding the additional potential pulse (DIP) is a 
reducing potential pulse (CR3). 

3. Method according to any one of claims. 1 or 2, char- 
acterized in that the additional potential pulse 
(DIP) is an oxidizing potential pulse, 

4. Method according to any one of the preceding 
claims, characterized in that during the condition- 
ing step alternating oxidizing (C01 , C02,.,.) and re- 
ducing (CR1, CR2, ...) potential pulses are applied 
to the working electrode (4). 

5. Method according to claim 4, characterized in that 

the numbers of the reducing and oxidizing potential, 
pulses are equal. 

6. Method according to any one of the preceding 
claims, characterized in that the additional poten- 
tial pulse (DIP) has the same polarity as the poten- 
tial triggering the ECL-reaction during the measur- 
ing step (21) and the highest value of the additional 
potential pulse (DIP) is less than the highest value 
of the potential triggering the ECL-reaction. 

7. Method according to any one of the preceding 
claims, characterized in that the working electrode 
is a platinum electrode and the highest value of the 
additional potential pulse (DIP) corresponds to a 



voltage of at least 0.6 V, preferably at least 0.8 V, 
relative to a Ag/AgCI reference electrode. 

8. Method according to claim 7, characterized in that 
5 the highest value of the additional potential pulse 
(DIP) corresponds to a voltage of at most 1 .6 V, pref- 
erably at most 1 .2 V, relative to an Ag/AgCI refer- 
ence electrode. 

10 9. Method according to any one of the preceding 
claims, characterized in that a plurality of addition- 
al potential pulses are introduced into the voltage 
curve of the detection cycle between the condition- 
ing step (22). and the capturing step (23) for im- 

15 provement of the deposition of the microparticles, 
wherein the last additional potential pulse is re- 
turned to a neutral, neither oxidizing nor reducing, 
potential prior to contacting of the working electrode 
by the sample. 

20 

10. Method according to any one of the preceding 
claims, characterized in that the total amount of 
time during which the at least one additional poten- 
tial pulse is in the oxidizing or reducing potential re- 

25 gjon, respectively, is, in each detection cycle, at 
least 0.05 seconds and preferably at least 0.1 sec- 
onds. ■ 

11. Method according to any one of the preceding 
30 claims,, characterized in that the total amount of 

time during which the at least one additional poten- 
tial pulse is in the oxidizing or reducing potential re- 
gion, respectively, is, in each detection cycle, at 
most 1 second, preferably at most 0.3 seconds, 

35 

Revendications 

1. Procede pour I'analyse d'un echantillon liquide, en 
40 particulier un liquide corporel, concernant une 
substance s'y trouvant, a I'aide d'un procede de 
reaction de liaison par electroluminescence, dans 
lequel une serie de reactions se developpe, qui se 
termine au moins par une reaction de liaison biochi- 
45 mique specifique et conduit a la formation d'un com- 
plete caracteristique pour I'analyse contenant une 
substance niarqueur chimioluminescente et a la 
liaison du complexe sur des microparticules ma- 
gnetiques, et dans lequel dans une cellule de me- 
50 sure (2) avec une electrode de travail (4) pour la 
determination de la concentration des microparticu- 
les marquees, un cycle de detection avec la se- 
quence des etapes suivantes se developpe ; 

55 - une etapede purification (20), dans laquelle on 
applique sur I'electrode de travail (4), un poten- 
tiel fortement oxydant (C10) et/ou reducteur 
(C1R) approprie pour la purification electrochi- 



17 



EP 1 051 621 B1 



18 



mique, 

- une etape de conditionnement (22), dans la- 
quelle on applique une sequence d'impulsions 

de potentiels reducteurs et oxydants alternes 5 
(C01, CR1, C02, CR2, ...) sur I'electrode de 
travail, 

! - une etape de fixation (23), dans .laquelle 
I'echantiHon avec les microparticules est mis en to 
contact avec I'electrode de travail (4) de sorte 
que les microparticules se deposent, sous fac- 
tion du champ magnetique d'un aimant posi- 
tionne sur la face de I'electrode de travail (4), 
opposee a I'echantillon, sur une surface dede- « 
pot (4a) de I'electrode de travail, dirigee vers 
I'echantillon, 

- une etape de mesure (21), dans laquelle une 
allure de potentiel declenchant la reaction ECL 20 
est appliquee sur I'electrode de travail et oil on 
mesure la lumiere emanant de la substance de 

. marquagesuiteal'electrochimioluminescence, 
pour determiner la concentration de la substan- 
ce de marquage sur la surface de dep6t (4a) 2s 
de I'electrode de travail (4), 

caracterise en ce que pour ameliorer le depot re- 
gulier des microparticules entre I'etape, de condi- 
tionnement (22) et I'etape de fixation (23), une im- 30 
pulsipn supplementaire de potentiel (DIP) est ajou- 
tee, avec un potentiel oxydant ou reducteur dans le 
developpement de tension du cycle de detection, 
ou I'impulsion supplementaire de potentiel (DIP) est 
ramenee a un potentiel neutre, ni oxydant, ni reduc- 35 
teur, avant la mise en contact (moment tp) de l'elec r 
trode de travail (4) avec I'echantillon. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en 

ce que la derniere impulsion de potentiel de I'etape 40 
de conditionnement (22), precedant I'impulsion 
supplementaire de potentiel (DIP) est une impul- 
sion de potentiel reducteur (CR3). 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 45 
en ce que I'impulsion supplementaire de potentiel 
(DIP) est une impulsion de potentiel oxydant. 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en cequ'on applique sur 50 
I'electrode de travail, pendant I'etape de condition- 
nement, des impulsions de potentiels oxydants 
(C01 , C02, ...) et reducteurs (CR1 , CR2, ...) alter- 
nes. 



6. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que I'impulsion 
supplementaire de potentiel (DIP) a 1 meme pola- 
rite que le developpement de potentiel declenchant 
la reaction ECL pendant I'etape de mesure (21) et 
que la valeur la plus elevee de I'impulsion supple- 
mentaire de potentiel (DIP) est plus faible que la va- 
leur la plus elevee du developpement de potentiel 
declenchant la reaction ECL. 

7. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que I'electrode de 
travail est une electrode en platine et que la valeur 
la plus elevee de I'impulsion supplementaire de po- 
tentiel (DIP) correspond a une tension d'au moiris 
0,6 V, de preference au moins 0,8 V, par rapport a 
une electrode de reference Ag/AgCI. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en 
ce que la valeur la plus elevee de 1'impulsion sup- 
plementaire de potentiel (DIP) correspond a une 
tension d'au plus 1,6 V, de preference au plus 1,2 
V, par rapport a une electrode de reference Ag/Ag- 
CI. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que pour amelio- 
rer le depfit des microparticules, on ajoute plusieurs 
impulsions supplementaires de potentiel entre I'eta- 
pe de conditionnement (22) et I'etape de fixation 
(23) dans le developpement de tension du cycle de 
detection, ou la derniere impulsion supplementaire 
de potentiel est ramenee a un potentiel neutre, ni 
oxydant, ni reducteur, avant la mise en contact de 
I'electrode de travail avec rechantillon. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la duree totale 
de la periode dans laquelle se trouve la au moins 
une impulsion supplementaire de potentiel, de po- 
tentiel bxydo-reducteur, s'eieve dans chaque cycle 
de detection, a au moins 0,05 seconde, de prefe- 
rence au moins 0,1 seconde. 

1 1 . Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la duree totale 
de la periode dans laquelle se trouve la au moins 
une impulsion supplementaire de potentiel, de po- 
tentiel oxydo-reducteur, s'eieve dans chaque cycle 
de detection, a au plus 1 seconde, de preference 
au plus 0,3 seconde. 



5. Procede selon la revendication 4, caracterise en 
ce que le nombre d'impulsions de potentiels reduc- 
teurs et oxydants est de meme grandeur. 
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